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Background: T cells are thought to play a major role in conferring immunity against
malaria. This study aimed to comprehensively define the breadth and specificity of the
Plasmodium falciparum (P, falciparum)-specific CD4+ T cell response directed against
the exported protein 1 (EXP1) in a cohort of patients diagnosed with acute malaria.

Methods: Peripheral blood mononuclear cells of 44 patients acutely infected with
P, falciparum, and of one patient infected with P vivax, were stimulated and cultured
in vitro with an overlapping set of 31 R falciparum-specific 13-17-mer peptides
covering the entire EXP1 sequence. EXP1-specific T cell responses were analyzed by
ELISPOT and intracellular cytokine staining for interferon-y production after re-stimulation
with individual peptides. For further characterization of the epitopes, in silico and
in vitro human leukocyte antigen (HLA) binding studies and fine mapping assays
were performed.

Results: We detected one or more EXP1-specific CD4+ T cell responses (mean: 1.09,
range 0-5) in 47% (21/45) of our patients. Responses were directed against 15 of the 31
EXP1 peptides. Peptides EXP1-P13 (aa60-74) and P15 (aa70-85) were detected by 18%
(n=8)and 27% (n = 12) of the 45 patients screened. The optimal length, as well as the
corresponding most likely HLA-restriction, of each of these two peptides was assessed.
Interestingly, we also identified one CD4+ T cell response against peptide EXP1-P15 in
a patient who was infected with P, vivax but not falciparum.

Conclusions: This first detailed characterization of novel EXP1-specific T cell
epitopes provides important information for future analysis with major histocompatibility
complex-multimer technology as well as for immunomonitoring and vaccine design.

Keywords: malaria, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, CD4+, CD8+, T cell epitope, HLA binding, HLA
class Il
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INTRODUCTION

Two hundred and nineteen million cases of malaria and 435,000
deaths were recorded in 2017, mostly in Africa, and half of
the world’s population is at risk of the disease (1). Plasmodium
falciparum (P. falciparum) is the species that causes the majority
of deaths, and drug and insecticide resistance is increasing.
A consistent solution would be the broad employment of
a -thus far elusive- effective and durable protective malaria
vaccine (2).

The exact mechanisms that lead to protection against malaria
have not been fully defined, but both specific CD4+ and CD8+
T cells are thought to play a major role in conferring immunity
against malaria (3-6). Obstacles in vaccine development are the
large genome of P. falciparum, that encodes for more than 5,000
proteins (7). These malaria proteins exhibit great diversity and
are partially only expressed at certain stages of the plasmodial life
cycle, making them difficult targets for the immune system and
vaccine design (8).

As a consequence, only relatively few P. falciparum-specific
T cell epitopes located on a small number of malaria antigens
have been identified and characterized in detail (9). Additionally,
studies on the phenotype and function of P. falciparum-specific
T cells are largely missing. Furthermore, detailed immunological
studies that assess the T cell repertoire in correlation with patient
characteristics [such as the origin and the human leukocyte
antigen (HLA) alleles] and the clinical course of the disease
[complicated vs. uncomplicated course, anemia, parasitaemia, or
the C-reactive protein (CRP)] are lacking. Thus, fine mapping
of the optimal length of T cell epitopes and investigation of
their HLA-restriction will allow the synthesis of suitable major
histocompatibility complex (MHC)-multimers for phenotypical
analysis that are necessary to understand the function of T cells
in malaria (10).

The 162 amino acid long exported protein 1 (EXP1) plays a
pivotal role for the parasite at different stages of the life cycle. It
is, for example, a component within the parasitophorous vacuole
membrane (PVM) that separates and protects the parasite from
the cytosol of the host cell (11). The sequence of EXP1 is
well conserved across different strains of Plasmodium species
(Supplementary Table 1). The expression of EXP1 during the
liver and the blood stage of the plasmodial life cycle inside the
human host potentially makes it an ideal target for P. falciparum-
specific CD4+ and CD8+ T effector cells. CD8+ T cells are
thought to play an important role during the liver stage because
they are able to attack infected hepatocytes (that present peptides
on MHC class I molecules) (3). CD4+ T cells are considered
to mainly confer immunity during the blood stage in which
erythrocytes (that do not carry MHC class I molecules) are being
invaded by the parasite (12).

Former studies have shown that antibodies against EXP1 were
able to inhibit parasite growth in vitro as well as in vivo (13, 14).
Also, DNA vaccines containing the P. falciparum EXP1 molecule
and synthetic peptides from the C-terminal region of EXP1
conferred protection in mice (15, 16).

EXP1 is expressed at two different life cycle stages where
it is assumed to have important physiological functions (17),
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and it has shown encouraging results in previous vaccine
studies. This makes EXPla promising target antigen for
vaccine development (18-20). So far, only four CD4+ and
six CD8+ EXP1-specific T cell epitopes have been described
(Supplementary Figure 1) (21-25).

In this study we comprehensively defined 15 different
P. falciparum-specific EXP1 CD4+ T cell epitopes using a
previously established in vitro culture protocol for pathogen-
specific T cells (26-29), and evaluated clinical parameters as well
as patients’ characteristics. We also performed fine mapping and
HLA binding experiments that will allow the design of suitable
MHC-multimers to characterize the phenotype of the T cell
response in future studies (29).

MATERIALS AND METHODS

Patient Cohort

PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) of P. falciparum
infected patients (n = 44) and one patient infected with
Plasmodium vivax, as well as uninfected healthy controls (n =
10) collected at University Medical Center Hamburg-Eppendorf,
were either used freshly or stored in liquid nitrogen (—196°C). P.
falciparum infection was verified microscopically by experienced
lab technicians in the diagnostic department of the Bernhard-
Nocht-Institute for Tropical Medicine, Hamburg, Germany.
Thick and thin blood smears were stained with 4% Giemsa and
examined under oil immersion (original magnification x100).
Patients were further sub-stratified into two groups for some
of the analysis. Group 1 (n = 11) included patients originally
from Germany and group 2 (n = 31) included patients who
were born in Africa. Two patients came from the Philippines and
Jamaica. We also compared patients with a complicated (30) (n
= 11) and uncomplicated (n = 33) course of the disease and we
distinguished between patients that had the first malaria infection
(n = 17) and patients that have had prior malaria infections (n
= 27). Other clinical parameters including parasitaemia, CRP,
hemoglobin and thrombocytes were also assessed and are shown
in Table 1 (clinical details for patient HH-43 are unknown).

EXP1 Peptides

Thirty-one 13-17-mer peptides overlapping by ten amino
acids corresponding to the complete amino acid sequence
of the EXP1 protein [Uniprot.org; UniProt ID: Q9U590
(31)] were synthesized (peptides&elephants, Hennigsdorf,
Germany), and pooled into 3 pools of 10, 10 and 11 peptides
(Table 2). For in vitro culture peptide pools were used at a
total concentration of 10g/ml [concentration of a single
peptide within the pool was accordingly 1pg/ml (1/10)].
For the enzyme linked immunospot assays (ELISPOT) the
concentration of single peptides was 10 jug/ml. Further peptides
for truncation experiments and variants from different strains
were also synthesized. Various sequences were found on
uniprot.org (Supplementary Table 1) (32). We used the terms
[EXP1; exported protein 1; circumsporozoite-related protein 1;
circumsporozoite-related antigen 1] for the protein name and P.
falciparum [PLAFA] or P. vivax [PLAVI] as organism term.
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TABLE 2 | Sequences of EXP1 peptides (P, falciparum, UniProt ID: Q9U590).

EXP1-Specific CD4+ T Cell Epitopes

Peptide Peptide position Amino acid sequence

EXP1-PO1 1-15 Pool 1 M K I L S \% F F I A |2 E F I |
EXP1-P02 5-19 S \Y E F L A L F E | | F N K E
EXP1-P03 10-24 A L F F | I F N K E S L A E K
EXP1-P04 15-29 | F N K E S L A E K T N K G T
EXP1-P05 20-34 S L A E K T N K G T G S G \Y S
EXP1-P06 25-39 T N K G T G S G \ S S K K K N
EXP1-P0O7 30-44 G S G \% S S K K K N K K G s G
EXP1-P08 35-49 S K K K N K K G S G E P L | D
EXP1-P09 40-54 K K G S G E P £ I D \Y H D L |
EXP1-P10 45-59 E P L | D \ H D L | S D M | K
EXP1-P11 50-64 Pool 2 \% H D L [ S D M | K K E E E L
EXP1-P12 55-69 S D M | K K E E E L \% E \Y N K
EXP1-P13 60-74 K E E E L v E \% N K R K S K Y
EXP1-P14 65-79 \ E \Y N K R K S K Y K L A T S
EXP1-P15 70-85 R K S K Y K L A T S \Y L A G L L
EXP1-P16 75-89 K L A T S \% L A G L L G \Y \% S
EXP1-P17 80-96 \% L A G L E G \% v S i \Y L L G G v
EXP1-P18 85-99 L G \Y \Y S T \ L. L G G \% G L \Y
EXP1-P19 90-104 T \ L L G G \ G L \% L Y N T E
EXP1-P20 95-109 G \ G L \ L A4 N T E K G R H P
EXP1-P21 100-114 Pool 3 L Y N T E K G R H P F K | G S
EXP1-P22 105-119 K G R H P F K | G S S D P A D
EXP1-P23 110-124 F K | G S S D P A D N A N P D
EXP1-P24 116-129 S D P A D N A N P D A D S E S
EXP1-P25 120-134 N A N P D A D S E S N G E P N
EXP1-P26 125-139 A D S E S N G E P N A D P Q \
EXP1-P27 130-144 N G E P N A D P Q \% T A Q D \
EXP1-P28 135-149 A D P Q \ T A Q D \% T P E Q P
EXP1-P29 140-154 T A Q D % T P E Q P Q G D D N
EXP1-P30 145-159 T P E Q P Q G D D N N L \ S G
EXP1-P31 150-162 Q G D D N N L \Y S G P E H

Peptide pool 1 consisted out of EXP1 peptides P1-10, pool 2 out of EXP1 peptides P11-20 and pool 3 out of EXP1 peptides P21-31. The entire EXP1 protein is 162 amino acids long

and was divided into 31 overlapping peptides.

HLA Typing

High definition molecular HLA class 1 and II typing was
performed at the Institute of Transfusion Medicine at University
Medical Center Hamburg-Eppendorf, by polymerase chain
reaction-sequence specific oligonucleotide (PCR-SSO) using the
commercial kit SSO LabType as previously described (One
Lambda, Canoga Park, CA, USA) (33).

Bulk Stimulation of PBMCs

Cryopreserved PBMCs were thawed and cultivated at 1-5 x
10° cells/ml for optimal results in 500 pl of R10 medium
(RPMI 1640 medium with 10% FCS (Sigma Aldrich), 1% HEPES
buffer and 1% Penicillin-Streptomycin). PBMCs were stimulated
with EXP1 peptide pool 1 [EXP1 peptide 1-10 (EXP1-P01-10)],
pool 2 (EXP1-P11-20) or pool 3 (EXP1-P21-31) (Table2) at a
final concentration of 10 jug/ml, together with 1 jg/ml of anti-
CD28 and anti-CD49d antibodies [BD FastImmuneIM, clone:
1293 (CD28) and clone: L25 (CD49d)] for 14 days. Medium
with recombinant IL-2 (50 U/ml) was added when necessary.
After 14 days, cells were re-stimulated with single EXP1-peptides

(final concentration 10 jug/ml) and then assayed for interferon-
y (IFNy) production by ELISPOT and intracellular cytokine
staining (ICS) as previously described (28).

ELISPOT Assay

ELISPOT assays were performed as previously described (26, 28,
34). We used 20,000 cells per well and responses were considered
positive if the number of spots was at least three times the
number of spots in the negative control. Single peptides were
used at a concentration of 10 jug/ml. Anti-CD3-antibodies served
as a positive control, DMSO and R10 as a negative control (35).
All positive responses were confirmed by ICS assays following
stimulation with the respective peptide.

Intracellular IFNy Staining and Flow
Cytometry

ICS was performed as previously described (26, 28). 5 x
10° PBMCs were stimulated with the corresponding EXP1
peptide at a final concentration of 10 g/ml before blocking
the secretion with 10j1g/ml Brefeldin A (Sigma Aldrich) 1h

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org
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EXP1-P13 to EXP1-P20 (aa60-109), showed a high immunogenicity.
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FIGURE 1 | Intracellular cytokine staining (ICS) for IFNy production of CD4+ T cells after re-stimulation with single EXP1 peptides. (A) Exemplary ICS dot blot of a P
falciparum-specific T cell response. Every positive response in the ELISPOT assay was confirmed by re-stimulation with a single peptide intracellular cytokine staining
(ICS) assay for IFNy production. CD4+ T cells were gated (an exemplary gating strategy is shown in Supplementary Figure 2), (left) negative control, (right) positive
peptide response against EXP1-P15 by HH-03. DMSO and R10-medium were added to the negative control. (B) Overview of the relative location of the P
falciparum-specific T cell responses detected by one or more patients of the cohort against one or more of the 31 single EXP1 peptides. Response frequency (RF) is
the number of patients that had a specific T cell response against a single peptide divided by the number of patients that were tested (n = 45). The center of EXP1,

012 3 456 7 8 9 1011121314151617 18 1920212223 24 252627 282930 31
EXP1 peptide
n=31

after stimulation. Cells were then incubated at 37°C overnight
and stained with the Zombie NIR Fixable Viability kit for
live cells as well as surface antibodies anti-CD3 (clone: Okt3;
AlexaFluor 700), anti-CD4 (clone: SK3; PerCP-Cy5.5) and anti-
CD8 (clone: RPA-T8; Brilliant Violet 786) (all antibodies by
BioLegend). After fixation and permeabilization (eBioscience™,
Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set), cells were
stained with anti-IFNy-antibodies (clone: 4S.B3; PE- Texas red;
BioLegend). Cells were then analyzed on a BD LSRFortessa
(BD Bioscience). An exemplary gating strategy is shown in
Supplementary Figure 2. We defined a T cell response as
positive when the percentage of CD4+ T cells within the gate for
IFNy was three times higher than the negative control and the
population could be clearly separated from the negative control
(26, 28, 36). DMSO and R10 were added to the negative control.
Figure 1A shows an exemplary ICS result of an EXP1-specific
CD4+ T cell response.

In vitro HLA Binding Assays and in silico
Prediction

In vitro binding assays with 14 of the peptides that elicited a
response were performed using purified HLA-DR molecules, as
previously described (Table 3) (37). MHC class IL in silico binding
predictions were defined, using the IEDB analysis resource (38—
40), combining predictions from the ANN (41, 42) and SMM (43)
algorithms (Supplementary Table 2A).

Statistical Analysis

All flow cytometric data were analyzed using FlowJo 10.5.0
software (Treestar, Ashland, OR, USA). Statistical analyses
were carried out using the Prism 7.0 software (GraphPad

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

software, San Diego, CA). Mann Whitney test or the Kruskal-
Wallis test with Dunn’s post-test was performed throughout all
samples for inter group comparisons. Spearman’s correlation was
performed for bivariate correlation analyses. Data are expressed
as means with standard deviations (SD) or with standard error
of mean (SEM). P-values less than or equal to 0.05 were
considered significant.

RESULTS
Clinical Features of the Study Cohort

The clinical data of all patients as well as other characteristics
are summarized in Table 1. The clinical cohort consisted of
45 malaria patients of which 44 patients were infected with P.
falciparum; one patient was infected with P. vivax (marked in
gray). 13 patients were female (29%) and 32 were male (71%),
and the average age was 42.8 years (range: 19-72 years). Eleven
patients (24.4%) were born in Germany, 31 patients (68.9%)
originated from the African continent, two patients were from
the Philippines and Jamaica. The vast majority of patients who
were treated for malaria at University Medical Center Hamburg-
Eppendorf had traveled and returned from Western Africa: nine
patients had traveled to Nigeria, eight patients to Ghana and five
patients to Togo (Supplementary Figure 3). Patient HH-21 who
was infected by P. vivax had traveled to Kenya, where growing
evidence of P. vivax infection could be shown (44). P. falciparum
infection was excluded by PCR and the patient had no medical
record of a previous P. falciparum infection. Only one patient
had traveled outside of Africa (to Cambodia). Eleven patients
had a course of disease defined as complicated, while 34 courses
of the disease were defined as uncomplicated. Further clinical
parameters are shown in Table 1.
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The binding capacity is displayed as IC50 value deduced from in vitro experiments with selected purified HLA-DR molecules and overlapping EXP1 peptides. High affinity binding is defined as IC50 < 1,000 nM and highlighted by bold
font. For reasons of comprehensibility, values larger than 40.000nM are indicated by a dash. The total number of alleles bound as well as the number of CD4+ T cell responses against the responding peptide is shown. EXP1-P15

bound to the highest number of DR-molecules (13 different alleles) in vitro.

EXP1-Specific CD4+ T Cell Epitopes

Initial parasitaemia was on average 2.37% (range: <1-11%),
CRP 89 mg/dl (range: 5-239 mg/dl), hemoglobin 12.1 g/dl (range:
7.1-16.2 g/dl), and thrombocytes 111.300 /pl (range: 7,400-
404,000 /pl). The average number of days between the start of
symptoms and the blood sampling for our study was ~8.6 (range:
2-28 days). The number of days between the start of therapy
and the blood sampling for our study was about 3.1 (range: 0-28
days). Patient HH-17 had a blood draw before therapy for malaria
was initiated.

Detection of EXP1-Specific T Cell
Responses After in vitro Cultivation With
IL-2

The P. falciparum-specific T cell response has so far not
been comprehensively assessed for neither the majority of
P. falciparum-specific antigens in general, nor for EXP1 in
particular (9). In order to evaluate the EXP1-specific T cell
response on an epitope level, we first looked at the ex vivo
IFNY production of PBMCs of acutely infected malaria patients
after stimulation with single peptides of an overlapping 13-
17-mer peptide set covering the entire P. falciparum antigen
EXP1. Most samples were drawn 1-4 days after admission to
the hospital (average 3.07 days) shortly before, during or after
initiation of anti-malaria therapy, only 3 samples were taken at
later timepoints.

However, we detected only one T cell response with the ex
vivo ELISPOT in a total of ten patients (data not shown). The
fresh blood sample of patient HH-38 showed an ex vivo response
against EXP1-P15. After the in vitro culture, the same patient
responded again to EXP1-P15 and additionally to EXP1-P10.
These results are in line with the results of previous studies that
showed that the magnitude of the ex vivo P. falciparum-specific
CD4+ and CD8+ T cell response is low (23, 45-47). No EXP1-
specific T cell responses were detectable after 14 days of in vitro
culture of 10 healthy controls that had never traveled to a malaria
endemic area (data not shown).

Due to the presumably low ex vivo precursor frequencies
of P. falciparum-specific T cells, we employed a previously
used, ultra-sensitive, in vitro approach (26-28, 48). In short:
our peptide set was divided into three different peptide pools
(Table 2) and we started three parallel cell cultures per patient,
stimulating them with each pool for 14 days (Pool 1: EXP1-
P1-10, Pool 2: EXP1-P11-20, Pool 3: EXP1-P21-31). This was
followed by a single peptide ELISPOT for IFNy-production
against re-stimulation with the individual peptides. The 31
overlapping single peptides covered the entire EXP1 protein,
and PBMCs from 45 patients were tested. Every positive
response in the ELISPOT assay was confirmed by re-stimulation
with the according single peptide and subsequent intracellular
cytokine staining (ICS) assay for IFNy production. Figure 1A
shows an exemplary ICS result of an EXPl-specific CD4+
T cell response.

With this approach, we were able to distinguish one or
more responses directed against 15 of the 31 overlapping EXP1
peptide specificities (48.4%). We detected EXP1-specific CD4+
T cell responses in nearly half of our patients (21/45, 47%) but,
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surprisingly, only four patients showed a CD8+ T cell response
(4/45, 8.9%) (Supplementary Figure 4B). Patients recognized an
average of 1.09 CD4+ restricted peptides (range 0-5), with a
total number of 49 CD4+ T cell responses in 45 patients. The
average frequency of IFNy+CD4+ T cells was 1.12% (range:
0.2-4.84%) (data not shown). Figure 1B gives an overview of
the distribution of the different peptide-specific T cell responses.
Most responses were directed against epitopes that are located
in the center of the EXP1 protein. Eight patients (response
frequency (RF): 17.8%; 8/45) showed a CD4+ T cell response
against EXP1-P13 (aa60-74), and 12 patients responded to EXP1-
P15 (aa70-85) (RF: 26.7%, 12/45). Interestingly, the patient who
was infected with P. vivax also responded to EXP1-P15. The
sequences of P. falciparum EXP1-P15 (RKSKYKLATSVLAGLL)
and P. vivax EXP1 aa68-82 (KKSNYKLATTVLASAL) were
then compared and show a high degree of sequence homology
(Supplementary Table 1).

We also longitudinally analyzed, in selected patients, the
EXP1-specific T cell responses in the long-term follow-up.
The patient HH-06 showed a large response against EXPI-
P15 (frequency: 1.86% IFNy+CD4+-) and EXP1-P25 (frequency:
1.88% IFNy+CD4+) during acute infection. However, 12
months after the first sampling a specific T cell response could
not be detected from a cell culture started directly with fresh
blood (data not shown). The patient had stayed in Germany and
no further malaria infections had occurred in the intervening 12
months. By contrast, in patient HH-27, who responded to EXP1-
P16 (frequency: 3.91% IFNy+CD4+), we could detect responses
against EXP1-P16 (frequency: 9.73% IFNy+CD4+) and EXP1-
P10 (frequency: 0.25% IFNy+CD4+) in a sample collected 7
years prior to the present assays. During these 7 years, several
subsequent malaria infections had occurred as reported by the
patient and patient’s health provider.

Of the 45 patient samples utilized, seven samples were
cultured from fresh samples, of which three patients showed
a CD4+ T cell response (42.9%, 3/7). The other 38 samples
were stored in liquid nitrogen before analysis, and of these 18
patients showed a T cell response (47.4%, 18/38). Thus, there
were no significant differences in the breadth of the detected
responses as a function of sample storage conditions (data
not shown).

The Breadth of the EXP1-Specific CD4+ T
Cell Response Does Not Correlate With the

Clinical Course of Acute Malaria

Several clinical parameters, including parasitaemia, CRP,
hemoglobin, and thrombocyte count, were examined, but no
significant correlation between the number of T cell responses
and any of the parameters could be identified (Figure 2).
Similarly, no correlation was found between age or gender
and the CD4+ T cell response (Supplementary Figure 5). The
patients’ origin, the duration of the malaria therapy and the
clinical course of the disease (uncomplicated and complicated)
did also not correlate with the breadth of the CD4+ T cell
response (Supplementary Figures 6A-C). When comparing the
number of in vitro responses between different patient groups,
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we could not see significant differences between patients with
their first episode of diagnosed malaria infection (52.9%, 9/17)
vs. patients who had a documented history of a past malaria
infection (44.4%, 12/27) (Supplementary Figure 6D).

HLA Binding and Restriction Experiments
Table 4 lists the 45 donors examined in the present study
along with their HLA-DRBI1* typing data and summarizes
the individual patient-specific EXP1-peptide response patterns.
The finding that certain peptides were recognized by a large
proportion of subjects with acute P. falciparum infection, despite
the fact that they expressed different HLA class IT molecules, let
us hypothesize that these were comparatively promiscuous MHC
class IT binding EXP1-specific CD4+ T cell epitopes (i.e., peptides
recognized in the context of multiple HLA class II molecules).

To test this hypothesis, we measured the in vitro capacity of
the most frequently recognized EXP1 peptides to bind to a panel
of 17 of the most prevalent human HLA-DR molecules, since the
majority of HLA class II restricted CD4+ T cell responses are
presented by these molecules (49, 50). Peptides with an IC50 of
1,000 nM or lower, a threshold previously found associated with
the vast majority of HLA class II-restricted T cell epitopes, were
considered binders to the respective DR molecule (51-53). As
shown in Table 3, in general the peptides located in the middle
of the protein (i.e., EXP1-P14-18; aa65-99) were associated with
the most promiscuous binding (range: 5-13 of the 17 DR tested).
These include EXP1-P14 which bound to five, EXP1-P15 to 13,
EXP1-P16 to 10 and EXP1-P17 to nine different HLA molecules
(Table 3).

The most frequently recognized peptides were promiscuous
in binding to multiple HLA-DR molecules, with each of the
peptides binding between zero and 13 different DR molecules.
Furthermore, some of these peptides were able to bind to
several HLA-DR molecules with extremely high affinities
(IC50 < 10nM) (Table 3). EXP1-P15, for example, showed
excellent binding to 13 HLA molecules: DRB1*01:01 (1.1 nM),
DRB1%04:01 (1.2nM), DRB1*04:04 (48nM), DRB1*04:05
(74nM), DRB1*07:01 (1.4nM), DRB1*09:01 (3.9nM),
DRB1*10:01 (1.8nM), DRB1*11:01 (7.0nM), DRBI1*15:01
(195nM), DRB3*01:01 (47nM), DRB3*02:02 (2.0nM),
DRB4%01:01 (230 nM) and DRB5*01:01 (1.0 nM). This binding
pattern is in line with the HLA molecules of the patients that
responded to EXP1-P15. Peptides that bound to zero alleles in
our DRB in vitro assay may be restricted by DQ or DP molecules.

Supplementary Table 2B shows the most likely HLA-
restriction considering the in vitro binding data as well as
the responders’ HLA molecules. Nine out of 12 patients who
recognized EXP1-P15 expressed at least one of the HLA
molecules mentioned above. The most common HLA molecule
expressed in patients of our cohort who recognized EXP1-P15
was DRB1*07:01 (six patients). Interestingly, six patients from
our cohort also expressed DRB1*07:01 but did not recognize
EXP1-P15. EXP1-P13 bound to DRB1*11:01 in the in vitro
assay (142nM). This is consistent with the fact that out of
eight patients who recognized EXP1-P13, five were carrying the
HLA-DRB1*11 molecule.
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These results indicate that certain EXP1 peptides, especially
those that are located in the center of the protein like EXP1-P15
are potentially promiscuous T cell epitopes.

Fine Mapping of EXP1-P13 and P15

To narrow down the minimal length of the epitopes within
EXP1-P13 and P15, we tested the magnitude of the frequency
of responding CD4+ T cells by the use of truncations
(Figure 3). We first cultivated PBMCs of patients who had
shown a strong response against the corresponding peptide
with the original peptide (concentration 10 pug/ml) and then
tested the magnitude of the IFNy responses by ICS. The
highest CD4+ T cell frequency for EXP1-P13 was reached by
patient HH-09 by EXP1-P13 truncation 1 (13-mer truncation:
EELVEVNKRKSKY). For EXP1-P15 the 14-mer EXPI-P15
truncation 1 (SKYKLATSVLAGLL) triggered the biggest
response by patient HH-03 and in vitro binding data as well as
preliminary restriction experiments suggest that this epitope was
likely restricted by DRB1%04 (Supplementary Figure 7) in this
patient. However, restriction by other molecules like DP and DQ
molecules were not tested and cannot be excluded as alternative
but less likely restricting molecules.

For both EXP1-P15 and EXP1-P20 we also tested variants
found on UniProt (32). EXP1-P15 variant 2 contained serine
(S) instead of alanine (A) at position 13 and showed the biggest
response. EXP1-P20 variant 1 contained arginine (R) instead of
histidine (H) at position 14 and EXP1-P20 variant 2 contained
arginine (R) instead of lysine (K) at position 11. EXP1-P20
variant 2 triggered a much bigger response than variant 1. These
results show that the change of a single amino acid can lead to
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an improvement of binding and therefore recognition and are in
line with prior publications (54). No variants for EXP1-P13 could
be found in online databases (Supplementary Table 1).

DISCUSSION

Here, we present an immunological study of the P. falciparum
EXP1-specific T cell response on a single epitope level using
PBMCs of a large and well-characterized patient cohort. In
concordance with the results of previous studies, frequencies
of ex vivo EXP1-specific T cell responses were low. However,
with our sensitive in vitro testing approach we detected T cell
responses in 21 of the 45 patients, and discovered responses
directed against 15 of 31 peptides (48.4%) spanning the entire
EXP1 protein, making this the first study to comprehensively
describe responses against a broad range of EXPI-specific
epitopes. For most P. falciparum antigens previous studies
only studied vaccine-primed T cell responses in malaria-naive
volunteers within human vaccine trials (25, 55) which cannot be
directly compared with P. falciparum T cell responses generated
during a natural malaria infection. Other studies used small and
partly HLA-A2 pre-selected study populations (54). HLA-A2 is
the most common expressed class I HLA in Caucasians, but not
as commonly expressed in African individuals. As a result, these
previous studies have limited applicability for vaccine design
and immunomonitoring in malaria endemic countries. Other
studies used in silico predicted epitopes or peptide pools instead
of comprehensive, overlapping peptide sets (24, 56, 57). However,
this approach does not allow the identification of single epitopes
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TABLE 4 | Overview of HLA type and corresponding EXP1-specific CD4+ T cell response.

MHC Class | HC Class Il allel

EXP1 peptides

*02:10P, *03:03P_|[*11:01P, *13:02 _[*01:02, *05

*03:01P, *06:09P

*23.01P, *29:02P *02:02P, *07:01P *04:02°P, *06:0:

6789 [10/11]12[13[1a[15]16]17]18]19]20]21[22]23[24]25]26] 27| 28] 29[30[31
01P,
*30:02°, *02:01P, *06:02P
*04:02P, *05:02P
A 1
P,*04:02_|*01.01, %03 |}
*07:01P, *13:01P_|ND
P, *08:04P_|ND | |
0102, -
% 2 |*01:02, *01:03_|*06: 1
- - *02:01P, *05:02P
- *02:01P, *06:02°
5 ¥ I
- *30:02P, *74:01P. N X E | |
HH-19__[*30:01P, *30:02P *08:04P, *13:02P_|ND *03:01P, *06:09P
- *02:05P, *68:02P *11:01P, *15:03P_|ND +06:02P, *06:09P [
|

2P

*08:04P, *15:03P |ND
*01:01P, *02:01P *01:02P, *07:01P *07:01P_[*02:01, *05

*02:01, *02:02

*30:01P, *74:01P *02:01P, *06:0:

2P

*01:01P, *11:01P *02:01, *06:01]

P

s

+07:02°P, *16:01P

A -

1P, *68:02P ( 03:04P, *17:01P_ [03:01P, *0:

03:01P, *06:02P
02:01, *04:02P

:01P, *29:02P *06:02P, *16:01P_|*

*02:01P, *03:0:

1P

:01P, - *06:02P, *06:0:

3P

:01P, *68:02P *02:01P, *03:0:

1P

-

01P, *26:01P *03:01P, -

*03:01P, *04:02P_|ND
ND = not defined

*01:01P, *34:02P *02:01P, *06:0:

3P

="

=CD4+ T cell response

P, falciparum-specific CD4+ T cell response: black. Patient HH-21 (marked in gray) was infected with P. vivax not with P, falciparum. A total number of 49 CD4+ T cell responses was
detected in 45 malaria patients with one or more EXP1-specific CD4+ T cell responses (mean: 1.09, range 0-5) in 47% (21/45) of our patients. Most responses were directed against
EXP1-P15 (aa70-85) with a total number of 12 responses, followed by EXP1-P13 (aa60-74) that showed eight CD4+ T cell responses.

and immunogenic parts of antigens. Published P. falciparum
specific CD4+ and CD8+ T cell epitopes as well as HLA-
restriction (if known) and newly detected CD4+ T cell epitopes
from this study are shown in Supplementary Figure 1. We also
assessed important clinical parameters such as the HLA type,
origin and parasitaemia in our study cohort, but no significant
correlation with the CD4+ T cell response could be shown.

Of note, EXP1-P15 (aa70-85) and EXP1-P13 (aa60-74)
elicited a CD4+ T cell response in a quarter of our study
group that had a diverse HLA-background. The minimal
length was experimentally narrowed down in two patients
and the most likely restricting HLA-molecule of each epitope
was evaluated using our in vitro HLA class II binding data
(Table 3), in silico predictions (Supplementary Table 2A) and
comparing it with the HLA molecules of responding patients
(Supplementary Table 2B). EXP1-P15 is likely to be restricted
by HLA-DRB1*01:01, DRB1*04:01, DRB1*04:02, DRB1*04:05,
DRB1*07:01, DRB1*10:01, DRB1*13:03, DRB1*15:02, and
DRB1*15:03. Interestingly, six patients in our cohort also
expressed DRB1*07:01 but did not respond to EXPI-PI5.
Heterology of the protein sequence of the autologous infecting
strain, or slightly differing immunogenic epitope cores between
different patients with the same HLA molecules (29) could
explain, why some patients were able to recognize a certain
epitope unlike others even though they express the same HLA.
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In this study we have only tested the binding to DRB-molecules,
since they restrict the majority of class IT responses (~50%), but
acknowledge that restrictions by HLA-DQ and DP molecules are
also possible (58). One study examining the HLA-DP, DQ, and
DRB3/4/5 restricted responses showed that Dengue virus-specific
CD4+ T cell responses were of lower magnitude compared to
HLA-DRBI (58, 59). This is consistent with their lower levels of
expression (58). Future studies should experimentally confirm
the HLA-restriction of these EXP1 T cell epitopes and possibly
evaluate restriction by HLA-DP or DQ molecules.

Further detailed in vitro HLA-restriction and peptide
truncation experiments to establish optimal peptide length
and HLA-restriction (i.e., with single HLA-molecule transfected
cell lines or by blockade with anti-DR, and-DQ or anti-DP
antibodies) of peptide specificities defined in this study need to
be conducted in future follow-up studies.

We still might underestimate the breadth of the P. falciparum
EXP1-specific T cell response. In this study design we aimed to
expand and define dominant peptide-specific T cell responses
producing IFNy to define the breadth of the CD4+ T cell
repertoire after short term cell cultures and using exogenous IL-
2 which is known to create a type 1T helper (Th1) cell cytokine
shift (60) and no statement can be made about the original ex
vivo phenotype or functionality of these cells. Future studies
should therefore further characterize T cell responses by directly
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assessing ex vivo secretion (e.g., with ELISPOT) of different,
additional cytokines (e.g., IL-4, IL-10) that potentially could have
been missed using the current approach.

Further subdominant responses might be detectable using
peptide sets of peptide variants matching autologous sequences
or by applying more sensitive, but far more labor-intensive
techniques, like single cell dilution cloning. Patient HH-21 was
infected with P. vivax and not with P. falciparum but the EXP1-
specific cultures nevertheless elicited a CD44 T cell response
against EXP1-P15 indicating that immunity against malaria
can indeed be cross-species specific. Of note, the sequence of
EXP1-P15 (aa70-85) is well-conserved (Supplementary Table 1),
potentially making this epitope an interesting candidate for
immunomonitoring by MHC-multimer technology or an epitope
to be used for a suitable subunit vaccine.

Also, our analysis is limited to samples drawn directly after
hospital admission during acute malaria and it is not known
how long each patient had been infected. Of note, if we stratify
our data according to patients with and without a response,
surprisingly the time after malaria treatment did not significantly
differ between either group at this early phase of infection

A HH-09: DRB1*08:04, *11:01P, DQA1*03, *04:01, DQB1*02:02, *03:19
EXP1 peptide 13 K E |31 15-mer
Truncation 1 13-mer
Truncation 2 11-mer
Truncation 3 K E |33 13-mer
Truncation 4 K E |33 11-mer
° N +“ S >
Qo 9 o Qo o o
CD4+ T cellresponse frequency [%]
B
HH-03: DRB1*04:05P,*15:02P, DQA1*01:02,*03, DQB1*04:02P, *05:02P
EXP1 peptide 15 RKSKYKLATSVLAGLL 16mer
Variant 1 RKSKYKLAASVLAGLL 16mer
Variant 2 RKSKYKLATSVLSGLL 16mer
Truncation 1 SKYKLATSVLAGLL 14mer
Truncation 2 YKLATSVLAGLL 12mer
Truncation 3 RKSKYKLATSVLAG 14-mer
Truncation 4 RKSKYKLATSVL 12-mer
(o] N Q‘? N \?" LB - 2 h'° ® 9
EXP1 peptide 20 GVGLVLYNTEIKGRHP 15mer
Variant1 GVGLVLYNTEEKGRRP 15mer
Variant 2 GVGLVLYNTERERHP 15mer
° v » © ®
CD4+ T cell response frequency [%]
FIGURE 3 | (A) Fine-mapping of malaria epitope EXP1-P13 (HH-09). (B) Fine-mapping of EXP1-P15 (HH-03). (C) Testing of variants for EXP1-P20 (HH-03).
Experiments were performed by ICS for IFNy production after stimulation with peptides of different length and with varying sequences. (A) For EXP1-P13 we used
15-, 13-, and 11-mer N- as well as C- terminal truncations with PBMCs of patient HH-09 (DRB1*08:04, *11:01P). Truncation 1 showed the highest CD4+ T cell
response. The core epitope of EXP1-P13 is marked in black. (B) 16-, 14-, and 12-mer N- as well as C- terminal truncations were tested for EXP1-P15. PBMCs of
patient HH-03 (DRB1*04:05P,*15:02P) were used for this experiment. EXP1-P15 Truncation 1 showed the highest CD4- T cell response as well as EXP1-P15 Variant
2 which contains Serine (S) instead of Alanine (A). For EXP1-P15 and P20 variants were tested. Variant 1 of EXP1-P20 contained the amino acid Arginine (R) instead of
Histidine (H) and Variant 2 Arginine (R) instead of Lysine (K).

(Supplementary Figure 6B). The single cases for which we were
able to analyze the T cell response at later time points would
let us hypothesize that the naturally primed EXP1 specific T cell
response rapidly wanes over the weeks after successful treatment.

Although EXP1 is likely to be essential for the development
and the survival of the parasite, its exact function in the
P. falciparum malaria life cycle is far from clear and more
investigation as well as linkage between important and conserved
regions and immunopotent epitopes are necessary (61). Since
EXP1 is expressed at the liver stage during a malaria infection
we also expected to detect CD8+ T cell responses. However,
all CD8+ T cell responses detected in this study were weak
and coincided with a parallel CD4+ T cell response directed
against the same peptide in the same patient and we did not
follow-up on fine-mapping these subdominant T cell responses
(Supplementary Figure 4). It has to be considered that the
design of our overlapping peptide set, with an average length
of 15 amino acids, is biased toward detection of CD4+ T
cell responses and could therefore explain low CD8+ T cell
responses. Furthermore, prior publications showed that the
blood phase of a malaria infection suppresses immune cells of
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the liver stage (62, 63). This could also explain the lack of
CD8+ T cell responses in our cohort since all patients had an
extensive blood phase with strong symptoms and the need to be
hospitalized. It has been discussed that CD4+ T cells might play
an important role in priming other immune cells (i.e., NK cells)
and in evoking a strong antibody response which is necessary for
immune control (64, 65). If an efficient induction of immunity
against plasmodial infection by CD8+ T cells depends on CD4+
T cells, is therefore an important question to address in the
development of an effective vaccine.

EXP1 is also called circumsporozoite-related antigen due
to a similarity between the amino acid sequence of EXP1
and the circumsporozoite protein (CSP). The CSP is by far
the most investigated malaria antigen and it is also part
of the RTS,S vaccine trial (66). The amino acid sequence
NANPDADSESNGEPN of EXP1 is similar to the NANP-repeat
region of the CSP which has so far only shown few T cell
responses (67, 68). Interestingly, we detected T cell responses
against EXP1-P25 which is located in this NANP-related region
of EXP1 and future studies are necessary to evaluate if not
only CD4+ T cell and antibody responses against the NANP-
repeat region but also CD8+ T cell responses can be found. The
cross reactivity of vaccine-induced CSP and EXP1-primed T cell
responses should be tested in future studies.

The RTS,S vaccine only showed short lived efficacy and
also naturally acquired immunity only lasts a few months
(69). Epidemiological evidence described that antibodies to
Plasmodium antigens are inefficiently generated and rapidly lost
without continued parasite exposure (70). We also investigated
longitudinal follow-up samples of a subset of patients and could
show that the EXP1-specific T cell response primed by natural
infection waned over time and was not detectable 12 months
after the diagnosis and therapy of acute malaria (data not shown).
Unfortunately, it was difficult in the present study to collect
samples at later timepoints after the patients were discharged.
And future, well-structured and prospective longitudinal studies
that describe the dynamics of the priming and the breadth,
magnitude and quality of the T cell response directed against
different malaria antigens are necessary.

This current study aimed to primarily discover novel P.
falciparum-specific epitopes with a frequency high enough to
be detectable e.g., after enrichment by MHC class II multimer
technology. This technology will allow the characterization of the
phenotype of T cells which could help to understand the role but
also the complications of T cells during malaria infections. In
previous studies, EXP1 has shown to generate a strong antibody
response in naturally exposed individuals and high antibody
titers specific to EXP1 aa73-162 correlated with a high level of IL-
6 production to the same peptide (20). This strong recognition
by B and T cells suggest that the whole sequence of EXP1
may represent a suitable malaria antigen for a subunit vaccine
construct (20).

In summary, a broad range of P. falciparum EXP1-specific
CD4+4 T cell responses can be detected after in vitro expansion in
nearly half of our patients of different origin and within a diverse
HLA molecule background. We did not find any correlation of
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the number of T cell responses and relevant clinical parameters
in this cohort. These detailed data on P. falciparum EXP1-specific
T cell epitopes will be helpful for the development of tools like
MHC class IT multimers or to monitor the immune response on
an epitope level during future malaria vaccine trials.
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Supplementary Table 1 | 13 different sequences of P, falciparum EXP1 and two
sequences of P, vivax EXP1. We found 13 different sequences for P, falciparum
EXP1 in the online database UniProt (31). The sequence of P, vivax EXP1 that
resembles P, falciparum EXP1-P15 is framed. Some sequences are only
fragments and therefore shorter than 162 amino acids.

Supplementary Table 2 | /n silico (A) and most likely (B) binding predictions for
EXP1 peptides that elicited a CD4+ T cell response. (A) In silico binding
predictions for HLA-DRB1 molecules. In silico binding predictions were performed
as described for 15 EXP1 peptides that at least one patient's CD4+ T cells
responded to. The threshold for the binding affinity was defined as 5,0; the most
probable binders are displayed in bold. The MHC class Il in silico binding
predictions were made using the IEDB analysis resource consensus tool (38-40)
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combining predictions from ANN (41, 42) and SMM (43). (B) Most likely
HLA-restrictions of the EXP1 peptides that elicited a response as determined by in
silico and in vitro predictions matching the patients’ HLA molecules.

Supplementary Figure 1| Epitope map of EXP1. EXP1 is a 162 amino acid long
protein consisting of a signal sequence (aa1-23), an N-terminus (aa23-79), a
transmembrane domain (@a79-101), and a C-terminus (aa101-162) (71). Already
published CD4+ and CD8+ T cell epitopes as well as HLA-restriction (if known)
and newly detected CD4+ T cell epitopes from this study are marked within this
epitope map. Marked in light gray: Published CD8+ T cell epitopes: KILSVFFLA
(23, 25), ALFFIIFNK (23), ATSVLAGL (21), VLAGLLGNV (23), GLLGNVSTV
(23, 25), VLLGGVGLVL (9, 23). Marked in gray: Published CD4+ T cell epitopes:
KSKYKLATSVLAGLL (22, 25), YKLATSVLAGLLGVVSTVLLGG (24, 25),
AGLLG(V/N)VSTVLLGGV (25), GLVLYNTEKGRHPFKIGSSD (2, 24). Marked in
dark gray: CD4+ T cell epitopes that elicited a CD4+ T cell response in the
current study.

Supplementary Figure 2 | Exemplary gating strategy. Dead cells, CD14+- cells
and CD19+ cells were excluded. After gating on single cells and lymphocytes,
CD3+ cells were selected. Subsequent IFNy response was based on either
CD8+ or CD4+ T cells.

Supplementary Figure 3 | Countries that were visited by 41 malaria patients are
marked by a black dot. Most patients who were treated for malaria at University
Hospital of Hamburg had traveled and returned from Western Africa: nine patients
had traveled to Nigeria, eight to Ghana, and five patients to Togo.

Supplementary Figure 4 | Exemplary ICS dot blot of a P, falciparum-specific
CD8+ T cell response of HH-45 against EXP1-P15. (A) CD8+ T cells are gated
with a negative control (left) and a positive peptide response (right) against
EXP1-P15 (aa70-85) by HH-45. DMSO and R10-medium were added to the
negative control. (B) P, falciparum-specific CD4+ T cell response: black,

P, falciparum-specific CD8+ T cell response: gray. Patient HH-16, HH-18, HH-20
and HH-25 showed a CD8+ T cell response that coincided with a CD4+ T cell
response against EXP1-P02, P07, P09, P13, and P15. Interestingly, we did not
detect a CD8+ response against a peptide without a CD4+ response against the
same peptide.
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2 Darstellung der Publikation

2.1 Einleitung

Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation gab es im Jahr 2018 etwa 228
Millionen Erkrankungs- sowie tiber 400 000 Todesfalle durch Malaria-Infektionen (World
Malaria Report der Weltgesundheitsorganisation, 2019). Insbesondere die steigenden
Resistenzraten gegen wirksame Medikamente und Insektizide gegen die Anopheles-
Mucke, welche als Vektor der Erkrankung dient (Hemingway et al., 2016), stellen ein
Hindernis fur die weltweite Eradikation der Malaria dar. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit einen protektiven Impfstoff gegen Malaria zu entwickeln (Mvumbi et al.,
2015).

Die parasitaren Erreger der Malaria sind Protozoen, die zu der Gattung Plasmodium (P.)
gehodren und durch Anopheles-Miicken tbertragen werden (Garcia et al., 2006; Morrissette
und Sibley, 2002). Der Mensch kann durch finf verschiedene Arten von Plasmodien
infiziert werden: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale und P. knowlesi (Meibalan
und Marti, 2017). Diese Dissertation fokussiert sich auf den Erreger P. falciparum, welcher
die héufigste Form der Malaria, die sogenannte Malaria tropica, verursacht, die fir den
GroRteil der durch Malaria hervorgerufenen Todesfalle verantwortlich ist (Meibalan und
Marti, 2017). Wie alle Plasmodien durchlauft auch P. falciparum einen komplexen
Lebenszyklus mit einem obligaten Wirtswechsel zwischen der Anopheles-Miicke, in der
eine geschlechtliche Vermehrung stattfindet und dem Menschen, in dem sich die Parasiten
ungeschlechtlich fortpflanzen. Im Menschen findet nach Ubertragung der Parasiten durch
den Stich der Anopheles-Miicke zunéchst die sogenannte Leberphase statt, in welcher die
Malariaerreger menschliche Hepatozyten befallen und in der noch keine klinischen
Symptome auftreten (Artavanis-Tsakonas et al., 2003). Die Leberphase wird gefolgt von
der sogenannten Blutphase, in der sich die Plasmodien innerhalb von Erythrozyten
vermehren (Meibalan und Marti, 2017). In der Blutphase kénnen unspezifische Symptome
wie Fieber, Kopfschmerzen und Ubelkeit auftreten. Die sogenannte Parasitimie gibt
hierbei prozentual an, wie viele Erythrozyten infiziert sind (Meibalan und Marti, 2017).
Wahrend der verschiedenen Phasen des Lebenszyklus der Parasiten andert sich deren
Proteinexpression (Crompton et al., 2014). Dies hat zur Folge, dass das Immunsystem
fortlaufend neue Antigene erkennen muss, was die Ausbildung einer effektiven

Immunantwort erschwert (Dobafio und Moncunill, 2018). Detaillierte Kenntnisse des
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Lebenszyklus der Parasiten sind daher wichtig, um die Entstehung von Immunitdt gegen
die Plasmodien zu verstehen.

Ein funktionell wichtiges Antigen der Plasmodien ist das Circumsporozoite Protein (CSP),
ein Protein, welches ausschlieRlich in der Leberphase exprimiert wird und fir zentrale
Funktionen der Sporozoiten wie die Bindung an Hepatozyten notwendig ist (Ménard et al.,
1997; Thathy et al., 2002; Triller et al., 2017). Es wird vermutet, dass eine effiziente
Immunantwort gegen dieses entscheidende Protein das Eindringen der Erreger in die
Hepatozyten und somit die Entstehung einer symptomatischen Infektion verhindern kénnte
(Hafalla et al., 2002). Dieser Ansatz wurde bei der Entwicklung der RTS,S Impfung
verfolgt. Das Akronym RTS,S steht fir Repeat-Region des CSP, T-Zell-Epitope und
Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg). Es handelt sich bei der RTS,S-Impfung um ein
rekombinantes Protein, welches aus einem verkiirzten CSP mit einer Reihe von T-Zell-
und Antikorper-Epitopen besteht und mit dem Hepatitis-B-Oberflachenantigen fusioniert
wurde, um T-Zell- und Antikorper-Antworten gegen P. falciparum zu generieren (Cohen
et al., 2010; Agnandji et al., 2012). Es ist der bisher einzige Impfstoff, der sich in
Feldstudien in Hochendemiegenbieten als wirksam erwies (Schuerman, 2019). Der Schutz
der Impfung war jedoch nur moderat und die Anzahl an Malariaepisoden bei durch die
Erkrankung besonders gefahrdeten Kleinkindern wurde durch die Vakzinierung lediglich
um 39% gesenkt (Schuerman, 2019). Zudem nahm die Schutzwirkung des RTS,S
Impfstoffes mit der Zeit ab und war im Durchschnitt nach vier Jahren nicht mehr
nachweisbar (RTS,S Clinical Trials Partnership, 2015; Schuerman, 2019). Die Griinde fur
diese begrenzte Wirksamkeit der Impfung sind weiterhin unklar (Cockburn und Seder,
2018).

Bereits vor Uber 50 Jahren konnte gezeigt werden, dass eine effektive Aktivierung des
Immunsystems gegen Malaria prinzipiell moglich ist. Nussenzweig et al. stellten 1967 fest,
dass Mause mit durch Rontgenstrahlung inaktivierten Sporozoiten immunisiert werden
konnten (Nussenzweig et al., 1967). Clyde et al. haben 1973 inaktivierte Sporozoiten durch
Anopheles-Miicken auf Proband*innen Ubertragen, welche daraufhin teilweise gegen eine
natlrliche Malaria-Infektion geschitzt waren (Clyde et al., 1973). Diese Methode ist
jedoch nicht praktikabel, um eine groBe Anzahl an Menschen zu impfen, zumal kein
langanhaltender Schutz gegen Malaria erreicht wurde (Cockburn und Seder, 2018;
Langhorne et al., 2008). Die Entwicklung eines effizienten und sicheren Impfstoffes, der

zudem einen langanhaltenden Schutz vermittelt, erwies sich trotz jahrzehntelanger
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Forschung als nicht erfolgreich (Epstein et al., 2011). Das groRe Genom der Plasmodien,
das Uber 5300 Gene kodiert, sowie der ausgepragte Polymorphismus der einzelnen Gene
und der komplexe Lebenszyklus der Parasiten stellen Hindernisse bei der Entstehung der
Immunitat und der Entwicklung einer wirksamen Impfung gegen Malaria dar (Crompton et
al., 2014; Gardner et al., 2002). Fur die Impfstoffentwicklung ist es daher wichtig, die
Interaktion zwischen Mensch und Parasit genauer zu untersuchen und die Immunitat gegen

Malaria auf zelluldrer Ebene zu verstehen (Cockburn und Seder, 2018).

Untersuchungen der letzten Jahrzehnte konnten beweisen, dass T-Zellen in der effektiven
Kontrolle der Malaria eine ausschlaggebende Rolle zukommt: In Versuchen mit M&usen
und Rhesusaffen konnte nach Injektion mit bestrahlten Sporozoiten eine effektive
Immunantwort nachgewiesen werden. Die Versuchstiere verloren diesen Schutz vor einer
Malaria-Infektion jedoch vollstdndig nach Depletion der CD8+ T-Zellen (Doolan und
Hoffman, 2000; Schofield et al., 1987; Weiss und Jiang, 2012; Weiss et al., 1988). Die
Ubertragung von CSP-spezifischen T-Zellklonen konnte das Auftreten einer Malaria-
Infektion bei Malaria-naiven Mausen verhindern und Mause mit einer hohen Anzahl an
Plasmodium-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen waren besser gegen eine Infektion
mit dem Malariaerreger geschitzt, als Méause mit einer niedrigen spezifischen T-Zell-
Frequenz (Franke et al., 1997; Hafalla et al., 2013; Pichugin et al., 2018; Rodrigues et al.,
1991; Romero et al., 1989; Schneider et al., 1997; Weiss et al., 1992). Auch beim
Menschen fiihrte eine Impfung sowohl mit intakten als auch mit bestrahlten Sporozoiten zu
einem Anstieg von pluripotenten T-Gedéachtniszellen und verlieh, wenn auch nur
kurzzeitig, eine Immunitéat (Roestenberg et al., 2009). Des Weiteren hat sich gezeigt, dass
die durch Antikdrper erlangte Immunitat unzureichend ist, was unter anderem auf die hohe
Variabilitat der Oberflachenantigene im Blutstadium zurlckzufiihren ist (Chan et al., 2012,;
Cockburn und Seder, 2018). T-Zell-Epitope sind jedoch meist besser konserviert als
Antikorper-Epitope und ermdglichen somit eine stabilere und starkere Immunantwort
(Imai et al., 2010). Die wichtige Rolle der T-Zellen in der Immunitét gegen Malaria wird
aullerdem durch die Erkenntnis bestarkt, dass der Haupthistokompatibilitatskomplex
(MHC-) Klasse-l Typ HLA-B*53 und MHC-Klasse-1l Typ HLA-DRB*13:02 und
DQB1*05:01 mit einer Resistenz gegen komplizierte Malaria-Verlaufe assoziiert sind (Hill
et al., 1991). Diese humanen Leukozyten Antigen- (HLA-) Molekile sind vorwiegend in
Westafrika verbreitet und gelten als eines der vielen Indizien fur den Selektionsdruck, den

Malaria auf die Evolution des Menschen in Westafrika ausgetbt hat (Hill et al., 1991).
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Trotz der grofien Bedeutung, die spezifische T-Zellen in der Immunantwort gegen Malaria
spielen, gibt es kaum Studien, die den Phanotyp und die Funktion von T-Zellen wéhrend
der akuten Malaria-Infektion untersucht haben (Heide et al., 2019). Auch die
Immunepitope von spezifischen T-Zellen, die gegen P. falciparum gerichtet sind, sind
unzureichend erforscht (Heide et al., 2019). Eines der vielen P. falciparum-Antigene,
welches bislang kaum auf seine spezifische T-Zell-Antwort untersucht wurde, ist das
Exported Protein 1 (EXP1). In bisherigen Studien wurden nur sechs CD8+ T-Zell-Epitope
und vier CD4+ T-Zell-Epitope innerhalb dieses Antigens nachgewiesen (Aidoo et al.,
2000; Doolan et al., 1997, 2000; Heide et al., 2019; Quakyi et al., 1994; Wang et al.,
2005).

EXP1 ist 162 Aminosduren (amino acids, aa) lang, wird sowohl in der Leber- als auch in
der Blutphase exprimiert und Gbernimmt essentielle Funktionen fiir den Parasiten (Sa E
Cunha et al., 2017; Spielmann et al., 2006): Innerhalb der Wirtszelle reifen die Plasmodien
in einer parasitophoren Vakuole (PV) und sind durch die PV-Membran (PVM) vom
Zytosol der Wirtszelle getrennt (Spielmann et al., 2012). Nach Invasion der Wirtszellen
wird EXP1 aus dem Parasiten in die PVM transportiert (Iriko et al., 2018; Simmons et al.,
1987). Die PVM dient hierbei als Schnittstelle zwischen Parasit und Wirt und ermdglicht
dem Parasiten die Né&hrstoffaufnahme, die Abgabe von Stoffwechselendprodukten und
gewahrleistet einen Schutz innerhalb der Wirtszelle. EXP1 ist ein bedeutender Bestandteil
dieser PVM und hat somit Uberlebenswichtige Funktionen fir den Malariaerreger
(Spielmann et al., 2012). Zusétzlich kann EXP1 durch seine Funktion als Glutathion-S-
Transferase zum Schutz vor oxidativem Stress beitragen (Lisewski et al., 2014). Diese
enzymatische Aktivitat wird durch das Malaria-Medikament Artesunat gehemmt (Lisewski
etal., 2014).

Abbildung 1 zeigt eine Entropiekarte vom CSP und EXP1, die die Haufigkeit von
Mutationen an den einzelnen Aminoséaure-Positionen der Antigene darstellt (Heide et al.,
2019). Diese Entropiekarten zeigen, dass das CSP viele Mutationen aufweist, EXP1 aber
eine konservierte Aminosauresequenz besitzt. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass
fir die Berechnung der Entropiekarte des CSP 100 Sequenzen verwendet wurden,
wohingegen bei EXP1 nur 12 Sequenzen in Online-Datenbanken zur Verfligung standen
(UniProt, 2019).
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Abbildung 1 (A) Entropiekarte von P. falciparum CSP. Der Entropiewert wurde fiir jede Aminoséure-
Position durch Abgleich von 100 verschiedenen P. falciparum-Sequenzen berechnet, die auf Uniprot
verdffentlicht sind (Uniprot, 2019). Die ersten 78 Aminosduren des N-Terminus sind gut konserviert. Die
NANP-repeat-Region unterscheidet sich in der Anzahl der NANP-Wiederholungen und der C-Terminus
stellt sich sehr entropiereich dar. (B) Entropiekarte von P. falciparum EXPL1. Fir die Berechnung der
EXP1-Entropie wurden 12 verschiedene P. falciparum-Sequenzen von EXP1 verglichen. Dies entspricht
allen auf UniProt verfligbaren Sequenzen (Heide et al., 2019).

Die vielféltigen und Uberlebenswichtigen Funktionen, die Uber mehrere Stdmme
konservierte und relativ kurze Aminosduresequenz sowie die Expression sowohl in der
Leber- als auch in der Blutphase machen EXP1 zu einem vielversprechenden Antigen fiir
die Analyse von EXP1-spezifischen T-Zellen und damit auch fur die Entwicklung eines
Malaria-Impfstoffes. Bisherige Impfstudien, die EXP1 verwendet haben, konnten bereits
aussichtsreiche Resultate vorweisen: EXP1-spezifische Antikdrper hemmten das
Wachstum der Parasiten in vitro und in vivo und Impfstoffe, die Bestandteile von EXP1
beinhalteten, konnten im Mausmodell aber auch im Menschen teilweise gegen Malaria
schutzen (Charoenvit et al., 1999; Doolan et al., 1996; Ewer et al., 2013; Mensah et al.,
2017). Es wurde auBerdem gezeigt, dass in Malaria-endemischen Léndern lebende
Proband*innen eine starke Antikorperantwort gegen EXP1 aufwiesen (Meraldi et al.,
2002).

Da angenommen wird, dass P. falciparum-spezifische T-Zellen eine bedeutende Rolle in
der Immunitat gegen Malaria spielen, ist es Ziel dieser Dissertation diese spezifische T-
Zell-Antwort auf Peptid-Ebene fur EXP1-spezifische Epitope genauer zu analysieren. Ein

moglicher Ansatz fir die Entwicklung einer Impfung gegen Malaria, welcher z.B. gegen
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Hepatitis-B-Viren eingesetzt wird, ist die sogenannte Subunit-Impfung. Dieser Impfstoff
besteht aus einzelnen Proteinbestandteilen der Erreger, die in der Lage sind eine
Immunantwort auszulésen. Um eine derartige Impfung gegen Malaria zu entwickeln, muss
jedoch zun&chst untersucht werden, welche Antigen-Bestandteile von spezifischen T-
Zellen erkannt werden. Daher wurden in dieser experimentellen Dissertation folgende
Fragestellungen behandelt:

=> Sind EXP1-spezifische T-Zellen wéhrend einer akuten Malaria-Infektion ex vivo im
enzyme linked immuno spot (ELISPOT) Assay nachweisbar?

=> Charakterisierung der Breite und Spezifitat der EXP1-spezifischen T-Zell-Antwort
an einer klinisch ausfuhrlich charakterisierten Patient*innenkohorte mit akuter

Malaria.

> Gibt es Immunepitope von EXP1, die eine spezifische T-Zell-Antwort in
Patient*innen mit verschiedenen HLA-Molekilen auslésen und somit

promiskuitiv sind?

> Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Magnitude und Breite der
EXP1-spezifischen T-Zell-Antwort und relevanten klinischen Parametern

sowie der Dauer von Malaria-Infektion und Therapie?
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2.2 Material und Methoden

PBMC-Proben
(n=45)

14-tiigige T-Zellkultur mit
EXP1-Peptid-Poolsund IL-2
zur Expansion der spezifischen T-Zellen

|

ELISPOT
mit 31 einzelnen
EXP1-Peptiden

Positive ELISPOT-
Antwort

ICS-Kontrolle
mit demselben
Peptid

Abbildung 2 Methodik zur Bestimmung
der spezifischen T-Zell-Antwort gegen
EXPL.

Die PBMC-Proben wurden (ber 14 Tage
mit einem EXP1-Peptid-Pool stimuliert,
um eine Expansion der spezifischen T-
Zellen zu ermdglichen. Darauffolgend
wurde der ELISPOT Assay mit 31 einzel-
nen EXP1-Peptiden durchgefiihrt und IFN-
v-Antworten gegen das jeweilige Peptid
gemessen. Jede positive ELISPOT-
Antwort wurde im ICS bestatigt.

Patient*innenkohorte

Fur die Durchfuhrung dieser Studie wurden 45
Patient*innen, die an akuter Malaria erkrankt
waren, und 10 Freiwillige, die noch nie ein
Malaria-endemisches Land bereist hatten, am
Universitatsklinikum  Hamburg-Eppendorf  re-
krutiert. Blutproben wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten des Krankheitsverlaufes abgenom-
men. Aus diesen Vollblutproben wurden mono-
nukledre Zellen (peripheral blood mononuclear
cells, PBMCs) isoliert [Tabelle 1 der Publikation
(Heide et al., 2020)].

T-Zellkultur mit EXP1-Peptid-Pools

31 Peptide wurden hergestellt, die die gesamte
Aminosauresequenz des EXP1 abdeckten. Die
Peptide waren jeweils 13-17 Aminosauren lang
und Uberlappten sich um zehn Aminosauren. Die
Aminosauresequenz von EXP1 ist auf der Web-
seite uniprot.org unter der ldentifikationsnummer
Q9U590 veroffentlicht (UniProt, 2019). Ab-
bildung 2 zeigt den Ablauf der hier angewandten
Methodik zur Detektion von EXP1-spezifischen
T-Zellen. PBMCs der Patient*innen wurden vor
Durchfihrung des ELISPOT Assays uber 14 Tage
mit EXP1-Peptid-Pools und Interleukin-2 (IL-2)

kultiviert. Die drei Peptid-Pools, die zur Stimulation in der T-Zellkultur verwendet wurden,
beinhalteten jeweils 10, 10 und 11 der 31 EXP1-Peptide [Tabelle 2 der Publikation (Heide

et al., 2020)].

ELISPOT Assay

Nach 14-tdgiger T-Zellkultur wurden die PBMCs im ELISPOT Assay mit den 31 ein-

zelnen EXP1-Peptiden re-stimuliert und die Interferon-y- (IFN-y-) Sekretion der PBMCs,
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wie bereits beschrieben (Kim et al., 2005; Lauer et al., 2002; Schulze zur Wiesch et al.,
2005), untersucht. Im ELISPOT werden ausgeschittete Zytokine durch spezifische
Capture-Antikorper an den Boden der ELISPOT-Platte gebunden und mittels einer
chemischen Reaktion sichtbar gemacht. In diesem Fall sezernierten EXP1-spezifische T-
Zellen IFN-y, wenn das hinzugegebene EXP1-Peptid erkannt wurde. Flr jede stimulierte
EXP1-spezifische T-Zelle erscheint ein Punkt (,,Spot”) auf dem Boden der ELISPOT-
Platte. Eine EXP1-Peptid-Antwort im ELISPOT wurde als positiv gewertet, wenn die
Anzahl der ,,Spots* mindestens dreimal so grof3 war wie die jeweilige Negativkontrolle, in
welche nur DMSO und Medium hinzugefiigt worden war. Fir die Positivkontrollen

wurden anti-CD3-Antikorper verwendet.

Anfarbung von intrazelluldren Zytokinen (intracellular cytokine staining,
ICS)

Bei einer positiven IFN-y-Antwort im ELISPOT wurde diese durch Anférbung von intra-
zelluldren Zytokinen und darauffolgende Durchflusszytometrie, wie bereits beschrieben
(Kim et al., 2005; Lauer et al., 2002), bestatigt. PBMCs aus der T-Zellkultur wurden mit
dem EXP1-Peptid, welches eine Antwort im ELISPOT Assay erzeugt hatte, stimuliert.
Eine Stunde spéter wurde die Proteinsekretion der Zelle mittels Brefeldin A blockiert.
Nach einer Inkubation bei 37°C (ber Nacht, wurden die Zellen mit den
Oberflachenantikérpern anti-CD3, anti-CD4 und anti-CD8 markiert. Nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen wurde intrazellulares IFN-y angefarbt. Wenn eine T-Zell-
Antwort dreimal so gro3 wie die jeweilige Negativkontrolle war und bei der Analyse eine
eindeutig abgrenzbare Population bildete, galt diese als positive EXP1-spezifische CD4+
oder CD8+ T-Zell-Antwort.

Statistische Analyse

Alle Daten der Durchflusszytometrie wurden mit der FlowJo 10.5.0 Software ausgewertet.
Die statistische Analyse wurde mit der PRISM 7.0 Software durchgefuhrt und der Mann-
Whitney- oder Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Post-Test wurde fir alle Analysen
zwischen den einzelnen Gruppen innerhalb der Patient*innenkohorte verwendet. Die
Spearman-Korrelation wurde bei bivariaten Korrelationsanalysen angewandt. P-Werte <

0,05 wurden als signifikant gewertet.

26



2.3 Ergebnisse

EXP1-spezifische T-Zell-Antworten

In dieser Dissertation wurde die EXP1-spezifische CD4+ T-Zell-Antwort in einer
Patient*innenkohorte (n=45) mit akuter Malaria mittels ELISPOT Assay und ICS nach 14-
tagiger T-Zellkultur untersucht. Mit diesem Ansatz konnten eine oder mehrere CD4+ T-
Zell-Antworten (Durchschnitt: 1.09, Spannweite: 0-5) in 47% (21/45) der Patient*innen
detektiert werden.

Abbildung 3 (A) zeigt einen beispielhaften 1CS-Dot-Plot einer positiven Peptidantwort
von Patient HH-03 gegen EXP1-P15. Abbildung 3 (B) stellt hierbei die Verteilung der
EXP1-spezifischen Antwortfrequenz dar, also den prozentualen Anteil der Patient*innen,
die eine Antwort gegen das jeweilige EXP1-Peptid gezeigt haben. Wie Abbildung 3 (B)
zeigt, richtete sich ein Grofteil der T-Zell-Antworten gegen das Zentrum von EXP1. Die
Peptide EXP1-P13 (aa60-74) und P15 (aa70-85) wurden von 18% (n=8) bzw. 27% (n=12)
der Patient*innen erkannt. Die durchschnittliche Antwortfrequenz an IFN-y+ CD4+ T-
Zellen lag bei 1,12% (Bandbreite: 0,2%-4,84%). Vier Patient*innen zeigten zusatzlich zur
CD4+ T-Zell-Antwort eine CD8+ T-Zell-Antwort (4/45, 8.9%) von niedriger Frequenz
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Abbildung 3 Nachweis einer EXP1-spezifischen CD4+ T-Zell-Antwort anhand der IFN-y-
Produktion.

(A) 1CS-Dot-Plot einer EXP1-spezifischen CD4+ T-Zell-Antwort von Patient HH-03 gegen Peptid
EXP1-P15. Hierfir wurden CD3+ T-Zellen gegated. Links: Negativkontrolle; Rechts: positive
Peptidantwort (IFN-y-Sekretion). (B) Uberblick tiber die Verteilung der EXP1-spezifischen T-Zell-
Antworten. Einige EXP1-Peptide wurden von einem oder mehreren Patient*innen der Kohorte
detektiert. Die Antwortfrequenz (response frequency, RF) entspricht der Anzahl der Patient*innen mit
einer spezifischen T-Zell-Antwort gegen ein einzelnes Peptid geteilt durch die Anzahl aller getesteten
Patient*innen (n = 45). Das Zentrum von EXP1, EXP1-P13 bis EXP1-P20 (aa60-109), zeigt eine hohe
Antwortfrequenz und somit eine starke Immunogenitat (Heide et al., 2020).
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p value < 0,0001 (Durchschnitt:  0,43%,  Bandbreite:
57 °* ° 0,2%-0,67%). In der Kontrollkohorte
41 . (n=10) wurde keine EXP1-spezifische
T-Zell-Antwort detektiert.

ICS [%]

Abbildung 4 zeigt die signifikante
Korrelation zwischen der Anzahl an
»Spots“ im ELISPOT Assay und der

0 200 400 600 Starke der jeweiligen Antwort in
ELISPOT [,Spots*]

Prozent im ICS Assay (p-Wert <

Abbildung 4 Korrelation zwischen ELISPOT 0,0001),
[Anzahl der Punkte (,,Spots“)] und ICS Ant-

wort [in %]. Jede positive Antwort im ELISPOT

wurde durch ICS und Durchflusszytometrie ber-

pruft. Die Anzahl der ,,Spots* im ELISPOT korre-

lierte mit der Stérke der Antwort im ICS.

Breite und Spezifitat der T-Zell-Antwort in Korrelation mit klinischen Parametern
Die Patient*innenkohorte wurde beziuglich unterschiedlicher Parameter charakterisiert und
auf eine Korrelation zwischen diesen Parametern und der spezifischen T-Zell-Antwort
untersucht. Abbildung 5 (A-D) zeigt den Vergleich zwischen Patient*innen mit und ohne
EXP1-spezifischer CD4+ T-Zell-Antwort und der Hohe der Parasitdmie, des CRP-Spiegels
und der Hamoglobin- und Thrombozytenzahl. Wie aus Abbildung 5 (A-D) hervorgeht,
bestand kein Zusammenhang zwischen der EXP1-spezifischen T-Zell-Antwort und den
analysierten Kklinischen Parametern. Das Alter der Patient*innen, das Geschlecht, die
Herkunft und der Verlauf der Erkrankung (kompliziert oder unkompliziert) scheinen die
spezifische CD4+ T-Zell-Antwort ebenfalls nicht signifikant beeinflusst zu haben
[Abbildung 5 und 6 des Supplements der Publikation (Heide et al., 2020)].

EXP1-P15-spezifische CD4+ T-Zell-Antwort bei P. vivax-Infektion

Patient HH-21 zeigte eine CD4+ T-Zell-Antwort gegen EXP1-P15, obwohl er mit P. vivax
und nicht mit P. falciparum infiziert war. Beim Abgleich der Sequenzen von P. falciparum
EXP1-P15 (RKSKYKLATSVLAGLL) und P. vivax EXP1  aa68-82
(KKSNYKLATTVLASAL) zeigten diese eine hohe Sequenzhomologie (UniProt, 2019)
[Tabelle 1 des Supplements der Publikation (Heide et al., 2020)].
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Abbildung 5 Die EXP1-spezifische T-Zell-Antwort im Vergleich zu klinischen Parametern.

(A) Antwort oder keine Antwort im Vergleich zur Parasitdmie [%]. (B) Antwort oder keine Antwort im
Vergleich zu C-reaktivem Protein (CRP) [mg/dl]. (C) Antwort oder keine Antwort im Vergleich zum
Héamoglobin [g/dl]. (D) Antwort oder keine Antwort im Vergleich zur Anzahl der Thrombozyten
[1000/pl]. ns, nicht signifikant (Heide et al., 2020).

In vitro Bindungskapazitaten der CD4+ T-Zell-Epitope

Mehrere EXP1-Peptide wurden von Proband*innen mit unterschiedlichen HLA-Molekdilen
erkannt. Um zu Uberprifen welche HLA-Molekille das jeweilige EXP1-Peptid
prasentieren, wurde die in vitro Bindungskapazitat, der am haufigsten erkannten EXP1-
Peptide, mit einem Panel von 17 weitverbreiteten HLA-DR-Molekilen durch den
Kooperationspartner Dr. John Sidney bestimmt. Die Peptide, die sich im Zentrum von
EXP1 befanden (EXP1-P14-18; aa65-99), zeigten hierbei eine hohe Bindungskapazitat zu
5-13 der 17 getesteten HLA-DR-Molekile [Tabelle 3 der Publikation (Heide et al., 2020)].
Im Abgleich mit der in vitro ermittelten HLA-Bindungsaffinitat der EXP1-Peptide und den
durch den Kooperationspartner Dr. Matthias Marget bestimmten HLA-Allelen der
Patient*innen [Tabelle 4 der Publikation (Heide et al., 2020)], konnten Rickschlisse auf
die HLA-Restriktion der EXP1-Immunepitope gezogen werden [Tabelle 2 des
Supplements der Publikation (Heide et al., 2020)].
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Trunkierungsexperimente

Die optimale L&nge der Peptide EXP1-P13 und P15 wurde bestimmt, indem die Peptide
sowohl am C- als auch am N-Terminus gekirzt wurden. Die unterschiedlichen
Peptidlangen wurden mittels ICS getestet. Die Trunkierung, die die grolRte EXP1-
spezifische IFN-y+ CD4+ T-Zell-Antwort ausloste, wurde als optimale Epitop-Lange
gewertet. Fir EXP1-P13 wurde dies an PBMCs von Patientin HH-09 getestet. Hierbei
erreichte die 13 Aminosduren lange Trunkierung mit der Sequenz EELVEVNKRKSKY
die groRte IFN-y+ CD4+ T-Zell-Antwort. Die grolte IFN-y+ CD4+ T-Zell-Antwort flr
EXP1-P15 erreichte die 14-mer Trunkierung SKYKLATSVLAGLL getestet mit
kultivierten PBMCs von Patient HH-03 [Abbildung 3 der Publikation (Heide et al., 2020)].

Mapping der longitudinalen CD4+ T-Zell-Antwort mittels ELISPOT und
ICS

Um die longitudinale Dynamik der EXP1-spezifischen T-Zell-Antwort zu untersuchen,
wurden Blutproben der akut an Malaria erkrankten Patient*innen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Malaria-Infektion gesammelt. Bei Patientin HH-06 konnten keine
spezifischen T-Zellen zw6lf Monate nach Infektion nachgewiesen werden. Zum Zeitpunkt
der akuten Infektion wies die Patientin eine starke CD4+ T-Zell-Antwort gegen zwei
EXP1-Peptide auf (Frequenz gegen EXP1-P15: 1,86% IFN-y+ CD4+ T-Zellen und gegen
EXP1-P25 1.88% IFN-y+ CD4+ T-Zellen). Bei Patient HH-27 wurde eine spezifische
CD4+ T-Zell-Antwort ausschlieBlich gegen das Peptid EXP1-P16 von 3,91% IFN-y+
CD4+ T-Zellen gemessen. In einer PBMC-Probe, welche von demselben Patienten sieben
Jahre zuvor gesammelt worden war, zeigte sich eine Antwort gegen EXP1-P16 von 9,73%
und gegen EXP1-P10 von 0,25%. In den sieben Jahren waren nach Angaben des Patienten

und laut Krankenakte mehrere Malaria-Infektionen aufgetreten (Heide et al., 2020).
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2.4 Diskussion

In dieser Dissertation wurde die Breite und Spezifitat der EXP1-spezifischen CD4+ T-Zell-
Antwort an einer klinisch ausfuhrlich charakterisierten Patient*innenkohorte mit akuter
Malaria untersucht. Bisherige Veroffentlichungen haben gezeigt, dass die Frequenzen von
P. falciparum-spezifischen T-Zellen besonders wéhrend der akuten Malaria-Infektion sehr
niedrig waren (Chakravarty et al., 2007; Scholzen und Sauerwein, 2016). Mit der in dieser
Studie verwendeten sensitiven Methodik aus spezifischer T-Zellkultur und ELISPOT mit
darauffolgendem ICS Assay konnten jedoch 49 verschiedene CD4+ T-Zell-Antworten in
47% (21/45) der Patient*innen detektiert werden. 15 der 31 EXP1 Peptide (48,8%) wurden
erkannt, die Peptide EXP-P13 und P15 von 36% der 45 Patient*innen (16/45). Ex vivo,
also ohne vorherige T-Zellkultur, konnte nur eine CD4+ T-Zell-Antwort gegen EXP1-P15
bei zehn Patient*innen detektiert werden (1/10).

In bisherigen Studien wurde ein GroRteil der T-Zell-Epitope in einer Malaria-naiven
Studienpopulation entdeckt, welche eine Subunit-Impfung erhalten hatte (Heide et al.,
2019; Sedegah et al., 2010; Wang et al., 2005). Hierbei detektierte T-Zell-Antworten sind
jedoch nicht mit einer nattrlichen Infektion zu vergleichen und nur wenige Studien wurden
in einer Kohorte durchgefiihrt, die an akuter Malaria erkrankt war. Insgesamt ist nur eine
geringe Anzahl an P. falciparum-Antigenen auf spezifische T-Zell-Antworten untersucht
worden und auch hier wurden héufig bereits bekannte oder in silico detektierte
Immunepitope anstelle eines Uberlappenden Peptidsatzes verwendet (Ganeshan et al.,
2016; Quakyi et al., 1994; Sedegah et al., 2014). Zudem war die Anzahl an Proband*innen
héufig sehr gering (Durchschnitt: 10,3 Proband*innen, Spannweite: 1-45), z.T.
vorselektiert bezlglich eines bestimmten HLA-Allels [HLA-A*02 (Gonzalez et al., 2000)]
und auch klinische Parameter wurden in den meisten Studien nicht erfasst (Heide et al.,
2019).

In dieser Dissertation wurde zur genaueren Charakterisierung der Immunepitope EXP1-
P13 und P15 deren optimale Lange bestimmt und die HLA-DR-Restriktion eingegrenzt.
Hierbei zeigte sich, dass Peptid EXP1-P15 wahrscheinlich unter anderem durch HLA-
DRB1*07:01 restringiert wird. Bei der Bewertung der in vitro Ergebnisse, die zeigen,
welches HLA-DRB-Molekiil am wahrscheinlichsten an welches der EXP1-Peptide bindet,
muss jedoch Folgendes beachtet werden: HLA-DRB-Molekile vermitteln ca. 50% der

Klasse Il Antworten, jedoch ist auch eine Restriktion der Epitope durch HLA-DQ- und
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DP-Molekiile moglich (Grifoni et al., 2019). Dies sollte in zukunftigen Studien, z.B. mit
einzelnen HLA-Molekdl-transfizierten Zelllinien oder durch Blockade mit anti-DR-, DQ-

oder DP-Antikorpern genauer untersucht werden.

Um die Sensitivitat zur Detektion der EXP1-spezifischen T-Zellen zu erhéhen, wurde eine
T-Zellkultur mit Zugabe des proinflammatorischen Zytokin IL-2 durchgefuhrt. 1L-2
verursacht jedoch eine Verschiebung der T-Zellen in Richtung Typ 1 T-Helferzellen
(Rogers et al., 1998). Daher kann nach der hier verwendeten Kurzzeitkultur keine
verléssliche Aussage mehr Uber den ex vivo Phanotyp oder die Funktionen der detektierten
spezifischen T-Zellen getroffen werden. Weitere erganzende Studien sind daher
notwendig, um die ex vivo spezifische T-Zell-Antwort und deren Zytokinprofil (z.B. 1L-4,
IL-10) zu untersuchen, damit genauere Aussagen Uber die Funktionalitit der spezifischen
T-Zellen getroffen werden kdnnen. Die in dieser Studie detektierten CD4+ T-Zell-Epitope
haben sich aufgrund der hohen Antwortfrequenzen fur derartige Untersuchungen als

besonders geeignet erwiesen.

Diese Dissertation widmete sich u.a. der Fragestellung, ob es EXP1-Immunepitope gibt,
die eine spezifische T-Zell-Antwort in Patient*innen mit verschiedenen HLA-Molekilen
auslosen und fur die Entwicklung einer Subunit-Impfung geeignet waren. Das Peptid
EXP1-P15 fiihrte zu einer CD4+ T-Zell-Antwort in zwolIf der 45 Patient*innen (26,6%)
und wies zusétzlich eine besonders konservierte Sequenz auf. Diese Eigenschaften machen
das EXP1-P15 zu einem interessanten Kandidaten fur Immun-Monitoring mit MHC-
Multimer-Technologie und zu einem geeigneten Epitop fur eine Subunit-Impfung.
Aufllerdem wurde EXP1-P15 von einem mit P. vivax infizierten Patienten erkannt. Dies
kdnnte ein Hinweis auf das Bestehen einer Kreuz-Immunitat gegen andere Malaria-Spezies
sein. Eine Konsensus-Sequenz, bei der an jeder Aminosaure-Position die Aminosaure
reprasentiert wird, welche am hdaufigsten an der betreffenden Stelle vorkommt, wurde
bisher nur flir das Malaria-Antigen Apical Membrane Antigen 1 (AMAL) definiert
(Nurdiansyah und Kemal, 2020). Die Identifikation weiterer Konsensus-Sequenzen anderer
Antigene wurde die Detektion immunogener Regionen der Malaria-Antigene erleichtern

und sollten daher in zukinftigen Studien festgelegt werden.

In dieser Studie wurde erwartet sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zell-Antworten zu

detektieren. Es wurden jedoch nur funf CD8+ T-Zell-Antworten von sehr niedriger
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Frequenz (Durchschnitt: 0,43%) gemessen. Hierbei muss beriicksichtigt werden, dass das
Design des verwendeten Uberlappenden Peptidsatzes mit einer durchschnittlichen L&nge
von 15 Aminosduren die Ergebnisse dieser Studie in Richtung einer CD4+ T-Zell-Antwort
beeinflusst, da die optimale Peptidlange fir MHC-Klasse-I-Molekile, welche von CD8+
T-Zellen erkannt werden, acht bis zehn Aminoséuren betragt. MHC-KIlasse-I1-Molekiile,
die mit CD4+ T-Zellen interagieren, kdnnen hingegen Peptide einer Lange von bis zu 25
Aminosauren fassen (Matsumura et al., 1992). Um CD8+ T-Zellen nachzuweisen, wére
folglich ein Peptidsatz mit einer L&nge von acht bis zehn Aminosdauren besser geeignet.
Unabhangig von dieser Studie gibt es aber auch allgemeine Erklarungsansatze fiir niedrige
Frequenzen von P. falciparum-spezifischen CD8+ T-Zellen. CD8+ T-Zellen migrieren in
das (Leber-)Gewebe wahrend der akuten Malaria-Infektion (Scholzen und Sauerwein,
2016) und sind somit im peripheren Blut kaum detektierbar. AuRerdem wird angenommen,
dass immunregulatorische Effekte der Blutphase die Entstehung von Leberphase-
spezifischen T-Zellen hemmen (Keitany et al., 2016; Ocafia-Morgner et al., 2003; Yap et
al., 2019).

CD4+ T-Effektorzellen spielen eine wichtige Rolle beim Priming von weiteren
Immunzellen (z.B. natirlichen Killerzellen) und beim Generieren von Antikdrperantworten
(Mlingworth et al., 2019; Wikenheiser et al., 2018). Ob eine Induktion der Immunitéat gegen
Malaria durch CD8+ T-Zellen eine effiziente CD4+ T-Zell-Antwort bendtigt, ist eine
wichtige Frage, die fur die Entwicklung eines wirksamen Malaria-Impfstoffes beantwortet

werden muss.

Ein weiteres Ziel dieser Dissertation war es, die Kinetik der EXP-spezifischen T-Zell-
Antwort zu beschreiben. Der RTS,S-Impfstoff zeigte lediglich eine kurzlebige
Wirksamkeit und auch die natirlich erworbene Immunitét halt nur wenige Monate bei
fehlender Reexposition an (Dobafio und Moncunill, 2018; Fowkes et al., 2016; Schuerman,
2019). Die Mechanismen, die diese Kurzlebigkeit der Immunitat verursachen, sind noch
nicht génzlich geklart, T-Zellen scheinen jedoch beim Verlust der Immunitat eine Rolle zu
spielen (Yap et al., 2019). Die Analyse der longitudinalen T-Zell-Antwort bei Patientin
HH-06 und Patient HH-27 deutet darauf hin, dass die spezifische CD4+ T-Zell-Antwort
dynamisch ist und sich abhéngig davon, ob es zu weiteren Malaria-Infektionen kommt,
verandert. Ob das Verschwinden oder die Insuffizienz spezifischer T-Zellen den Verlust

der erworbenen Immunitét verursachen, sollte in weiterfiihrenden Studien geklart werden.
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Aufgrund einer Ahnlichkeit zwischen den Aminosauresequenzen von EXP1 und dem
Leberphase-Protein CSP, wird EXP1 auch als Circumsporozoite-related Antigen, also als
mit dem CSP verwandtes Antigen, bezeichnet. Die Aminosauresequenz
NANPDADSESNGEPN von EXP1 &hnelt der NANP-repeat-Region des CSP. Diese
Region des CSP, die aus Wiederholungen der Aminosauren NANP besteht, zeigte bisher
nur wenige T-Zell-Antworten (Bongfen et al., 2009; Kastenmuller et al., 2013).
Interessanterweise konnten in dieser Dissertation spezifische CD4+ und CD8+ T-Zell-
Antworten gegen das Peptid EXP1-P25 detektiert werden, welches sich in dieser NANP-
verwandten Region von EXP1 befindet. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um zu
bewerten, ob eine Kreuzreaktivitat zwischen EXP1 und CSP existiert und somit nicht nur
Antikdrper-Antworten gegen die NANP-repeat-Region, sondern auch spezifische T-Zell-
Antworten detektiert werden kénnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die grolRe Anzahl der P. falciparum-Antigene,
deren Polymorphismus und fehlende Konsensus-Sequenzen sowie die komplexen
Expressionsmuster, welche von dem Lebenszyklus der Plasmodien abhédngen, eine
Herausforderung fur die Entwicklung eines Malaria-Impfstoffes darstellen. Es wird jedoch
vermutet, dass es funktionell wichtige Epitope gibt, deren Sequenzen uber die
verschiedenen Plasmodien-Stamme hinweg konserviert sind und die fiir eine Subunit-
Impfung geeignet waren (Bull und Abdi, 2016).

In dieser Dissertation wurden die konservierten Immunepitope EXP1-P13 und P15
detektiert, deren hohe Antwortfrequenzen in einer Patient*innenkohorte mit diversen
HLA-Allelen mutmaRen lassen, dass diese Peptide fur eine Analyse der spezifischen CD4+
T-Zell-Antwort mittels MHC-Multimer-Untersuchungen und longitudinale Betrachtung
der T-Zell-Kinetik wahrend einer Malaria-Infektion geeignet sind. Diese Untersuchungen
werden malgeblich zu einem besseren Verstandnis der immunologischen Kontrolle von
Malaria durch spezifische T-Zellen beitragen. Weiterhin sind die Peptide EXP-P13 und
P15 potenzielle Immunepitope fiir die Verwendung in einer Malaria-Subunit-Impfung,

deren Entwicklung effektiv zur Eradikation von Malaria beitragen kann.
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4 Summary of publication

Specific T cells are thought to play an important role in the immune response against
Plasmodium falciparum (P. falciparum) malaria. This was shown in a variety of studies,
both in a mouse model and in humans.

For this study, 45 patients with acute malaria infection were recruited at the Bernhard-
Nocht-Klinikum for Tropical Medicine at the University Medical Center Hamburg-
Eppendorf. Mononuclear cells of the peripheral blood were obtained and initially
cultivated with an overlapping set of exported protein 1 (EXP1) peptides and interleukin-2
for 14 days. EXP1-specific T cells were then detected with 13-17-mer peptides, covering
the entire antigen EXP1, using enzyme linked immuno spot assay (ELISPOT) and
intracellular cytokine staining (ICS). The restricting human leukocyte antigen (HLA) type
and the optimal epitope length was determined for a more precise characterization of the
detected epitopes.

47% (21/45) of the patients showed a specific CD4+ T cell response and the peptides
EXP1-P13 (aa60-74) and P15 (aa70-85) were recognized by 18% (n = 8) and 27% (n = 12)
of the 45 patients. Interestingly, a CD4+ T cell response against EXP1-P15 was also
detected in a patient who was exclusively infected with P. vivax.

This detailed study analyzed the EXP1-specific CD4 + T cell response during acute P.
falciparum malaria and could serve as basis for future experiments to characterize and
phenotype the P. falciparum-specific T cell response more precisely using multimer

technology or to select immunogenic peptides for subunit vaccinations.
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5 Zusammenfassung der Publikationspromotion

Es wird angenommen, dass spezifische T-Zellen eine wichtige Rolle in der Immunantwort
gegen Plasmodium falciparum (P. falciparum) Malaria spielen. Dies konnte in einer
Vielzahl von Versuchen, sowohl im Mausmodell als auch im Menschen, gezeigt werden.
Fur diese Studie wurden 45 Patient*innen mit akuter Malaria am Bernhard-Nocht-
Klinikum fur Tropenmedizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf rekrutiert,
mononukledre Zellen des peripheren Blutes gewonnen und zundchst mit einem
Uberlappenden Satz an Exported Protein 1- (EXP1-) Peptiden und Interleukin-2 Gber 14
Tage kultiviert. EXP1-spezifische T-Zellen wurden dann mit 13-17 Aminoséuren langen
Peptiden, welche das gesamte Protein EXP1 abdeckten, anhand der Methode Enzyme
Linked Immuno Spot Assay (ELISPOT) und intrazelluldarer Zytokin-Farbung (ICS)
detektiert. Flr eine genauere Charakterisierung der detektierten Epitope, wurde das
restringierende humane Leukozyten Antigen- (HLA)-Molekiil sowie die optimale Epitop-
Lange bestimmt.

47% (21/45) der Patient*innen zeigten eine spezifische CD4+ T-Zell-Antwort und die
Peptide EXP1-P13 (aa60-74) und P15 (aa70-85) wurden von 18% (n=8) und 27% (n=12)
der 45 Patient*innen erkannt. Interessanterweise wurde auch eine CD4+ T-Zell-Antwort
gegen EXP1-P15 bei einem Patienten detektiert, welcher mit P. vivax und nicht mit P.
falciparum infiziert war.

Diese Dissertation untersuchte die EXP1-spezifische CD4+ T-Zell-Antwort wéhrend der
akuten P. falciparum Malaria-Infektion und die Ergebnisse kdnnten zukinftigen Studien
als Grundlage dienen, um die P. falciparum-spezifische T-Zell-Antwort mittels Multimer-
Technologie genauer zu charakterisieren oder um immunogene Peptide fir Subunit-

Impfungen auszuwéhlen.
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